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1 

GENES D'HELICOBACTER PYLORI NECESSAIRES POUR LA REGULATION ET LA MATURATION 



DE L" UREASE ET LEUR UTILISATION 



Helicobacter pylori (ddsign^ egalement par 
1* expression H. pylori ) est une bact^rie & gran ndgatif 
retrouv^e exclusivement k ce jour a la surface de la 
nugueuse de l*estomac chez I'homae, et plus 
particuli&rement autotir des lesions des crat&res des 
ulc&res gastrigues et duod^naux. Cette bact^rie 6tait 
inialement appel6e Campylobacter pyloridis (Warren et 
al (1983) Lancet 1. 1273-1275). 

Comme la plupart des bact6ries, H, pylori est 
sensible h un milieu de pH acide mais cependant peut 
toller 1* acidity en presence de taux physiologigues 
d'uree (Marshall et al (1990) Gastroenterol. 99: 
697-702). En hydrolysant l»ur6e sous forme de dioxyde 
de carbone et d* ammoniac gui sent relargues dans le 
microenvironnement de la bact6rie, l»ur6ase de H. 
pylori est supposee permettre la survie de la bactdrie 
dans 1 * environnement acide de l"estomac. Rdcemment des 
etudes menses sur des mod&les animaux ont foumi des 
^l^ents sugg^rant gue 1* urease est un facteur 
important dans la colonisation de la muqueuse gastrique 
(Eaton et al (1991) Infect. Immtin. 59: 2470-2475). 
L* urease est dgalement suspect^e de causer des dommages 
soit directement, soit indirectement, h la muqueuse 
gastrique. 

Helicobacter pylori f H. pylori ) est h 1 • heure 
actuelle reconnu comme 1' agent ^tiologigue des 
gastrites antrales, et apparait comme un des cofacteurs 
requis pour le ddveloppement des ulcdres. Par ailleurs 
11 semble gue le ddveloppement de carcinomes gastriques 
puisse €tre associd h la presence de H. pylori . 
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Totttes les souches Isoldes en olinigue & partir 
des biopsies ou de jus gastrique synthdtlsent une 
urdase tr6s active, expos6e en surface de la bact6rie, 
qui est I'une des protfiines les plus inmunogfenes de 
H» pylori . L'ur6ase est suspectde de jouer un r61e dans 
le processus pathog6nique, un fait qui a 6t6 confirm^ 
par les experimentations rfialisees sur le pore montrant 
que des souches faiblement productrices d' urease 
obtenues par arutagtotoe chimique, dtaient incapables de 
coloniser I'estonac du pore. Ces rdsultats obtenus 
apr&s mutagtofese chimique ne permettent cependant pas 
d'attribuer de fa^on certaine, la diminution de la 
production d 'urease h une inaptitude & coloniser 
I'estomac, d'autres gtoes ayant pu 6tre inactivds lors 
de la mutagdnfese g6n6ralis6e. II ne s'agit done pas de 
mutations controlables et par consequent cette 
technique ne pr6sente pas d»int6r4t reel dans la 
conception de moyens destines k diminuer, voire 
prdvenir les effets ndfastes de 1' urease dans le cas 
d'une infection par H. pylori . 

Outre ce rdle dans la colonisation de I'estomac, 
il a dt6 montrd que I'urdase ainsi que 1» ammoniac 
liberies pourraient avoir un effet cytotoxique direct 
sur les cellxxles 6pith61iales et un effet indirect en 
induisant une rdponse inflammatoire qui serait & 
I'origine des Idsions gastriques. 

L* urease est done l*un des determinants de 
pathogenicite les plus is^ortants, et la construction 
de souches isogdniques de H. pylori inactivees 
spdeifiquement dans les g6nes responsables de 
1 'expression de 1« urease, qu»il s'agisse des genes de 
structiires ou des genes accessoires, sent de premiere 
importance pour preeiser le rdle de 1' urease dans 
I'etape de colonisation, et poxir une application h la 
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construction de souches utllisables pour protdger les 
Individus dans un processus de vaccination, par exemple 
par la construction de souches att^nu^es. 

Jusgu'^ present les g&nes de 1 'urease avalent dt^ 
localises aur un fragment de 34 kb du chromosome de 
H. pylori et avalent 6t6 assocl^s & une region de 
4,2 kb pr^sente dans ce fragment* Quatre gdnes design^s 
par les termes ureA, lureB ^ ureC et ureD avalent 6td 
assocl^s & cette region de 4,2 kb. Cette region 
permettalt d'obtenir un phtootype ur6ase«*positlf 
lorsque 1*ADN de 4,2 kb 6talt transfSr^ par 
1 * Interm^dlalre d*un vecteur navette dans Ceunpvl obacter 
jejuni . 

Cependant la transformation de cellules de E.coli 
avec 1*A0N de 4,2 kb prec&demment d^crit ne permettalt 
pas d'obtenir 1* expression d*une activity ur^asigue 
dans E.coli . 

Les inventeurs ont r^ussi & determiner quels sont 
les ei^ents, tant du point de vue g^n^tique que du 
point de vue des conditions de cultxire, ndcessaires 
pour 1* expression dans E.coli d'une activity ureasique 
telle qu*obtenue^ Chez H> pylori . lis ont h cet 6gard 
determine que 1* expression de 1 'urease chez E.coli 
etait dependante .& la fois de 1* activation du syst&me 
de regulation de .1* azote de E.coli et de la presence de 
genes accessoires des genes structuratix de 1' urease, 
lis ont identifie et isol6 pltisieurs gtoes que l*on 
dteignera parfois dans la suite par 1* expression **g&nes 
accessoires** de 1> urease, qui permettent 1' expression 
fonctionnelle de I'xxr^ase chez E.coli et d^terminent la 
maturation et la regulation de l^tur^ase chez H. pylori . 

L' invention conceme done un ensemble de cinq 
houveaux genes determinants ou au moins susceptibles 
d*intervenir dans 1* expression fonctionnelle de 
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1' urease chez H. pylori et chez E.coli , ainsl que 
chacun de ces genes consid6r6B isol^ent et 
ind^pendanment des autres gdnes. Elle vise dgalement 
cet ensemble de gtoes, le cas dch^ant modifies , en 
association Ewec les gtoes de structure ddslgn^s par 
ureAr ureB . ureC et ureD de 1 'urease et d^crits dans la 
publication (Labigne et al (1991) J. Bacterid 173: 
1920-1931) . 

L* invention vise par ailleurs de nouveaux noyens 
de detection in vitro d'une infection par H. pylori, 
ainsi que des compositions utilisables pour la 
protection centre 1' infection par H. pylori. 

L' invention a done pour objet une sequence 
nucl6otidique, caractteisde en ce qu'elle est 
constitute par ou en ce qu*elle comprend au moins une 
des sequences nucltiques correspondent aux g&nes 
appel^s ureE , ureF , ureG . ureH , urel et rdpondant aux 
enchainements nucldotidiques presentts 
ci-dessous : 
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ou, toute partie d'au aoins une de ces sequences 
nucl^igues. 

Une sequence nucl6otldique selon !• invention est 
constitute soit par de I'ADN, soit par de I'ARM. 

L' invention conceme aussi tme sequence 
nucl6otidique modifiee par rapport A la sequence 
nucl6otidique ddcrite ci-dessus, par dtlttion, 
addition, sxibstitution ou inversion d'un ou plusieurs 
nucleotides, de telle fa^on que les propriStes 
fonctionnelles des polypeptides cod6s par ces g6nes 
modifies sont soit conserv6es soit att6nu6es, voire 
supprim6es, par rapport avix propri6t6s des polypeptides 
UreE, UreF, UreG, UreH ou Urel tels qu'exprim6s par 
H. pylori , ou de telle fa^on que cette sequence 
n'exprime pas de polypeptide chez H. pylori. 

Selon un mode particulier de realisation de 
1' invention et dans le cadre de la definition 
precedente, une sequence nucieotidique est caracterisee 
en ce qu'elle const itu6e par, ou en ce qu'elle 
comprend : 

a) l« ensemble des sequences nucieiques 
correspondant aux ghnea appeies ureE, ureF, ureG, 
iireH, urel et r6pond2uit aux enchainements 
liucieotidiques pr6sentes & la figure 4 ou, 

b) 1» ensemble forme par les sequences nucieiques 
(variantes) correspondant h ces genes modifies 
ind^endamment les uns des autres , de telle fa^on 
que 1 'ensemble de ces variantes code pour des 
polypeptides ayant une homologie fonctionnelle 
avec les polypeptides UreE, UreF, UreG, UreH ou 
Urel tels qu'exprimis par H.pvlori . ou au 
contraire code pour des polypeptides modifies, 
pour attenuer voire supprimer les proprietes 
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fonctionnelles des polypeptides UreB, UreF, UreG, 
UreH ou Urel tela qu'exprimte par H> pylori c 
Oes fragments (enchainements nucl^otldigues) des 
sequences nucl^otidigues ci-dessus sont intdressants 
pour dlffdrentes raleons et & tltre d'exenple on peut 
ddf inlr : 

- des fragments des svisdltes sequences, ayant 
conserve la capacity de coder pour des 
polypeptides ayant une homologie fonctionnelle 
avec lee polypeptides tels gu'obtenus par 
expression d*un g&ne choisi parmi ureE, ureF, ureG 
ou urel , dans H« pylori ; 

* des fragments codant pour toute partie des 
polypeptides ci-dessus tels qu*obtenus chez 
H> pylori , et en particulier codant pour des 
peptides ou des parties de polypeptides reconnus 
par des anticorps dirigds centre H. pylori ou 
capables de se comporter comme des baptenes ou des 
immunogdnes ; 

- des fragments des susdites sequences ddpourvus 
de la capacity de coder pour les polypeptides de 
H> pylori tels qu'exprim^s t partir des gknes 
ureE / ureF , ureG, ureH ou urel ; 

- des fragments codant pour des polypeptides ou 
peptides ayant des propri^t^s att6nu6es, voire 
supprimSes par rapport avix propri^tds des 
polypeptides cod^s par les gdnes ureE , ureF, ureG , 
ureH ou urel de H« pylori , 

De tels fragments ont avantageusement au moins 15 
nucleotides, de preference au moins 20 nucleotides. 

Ces genes ureE , ureF, ureG, ureH et urel , sont 
presents sur un chromosome de H. pylori ; ces genes sont 
des genes dits accessoires par rapport aiix genes de 
structure de l*urease ( ureA , ureB) • Par opposition aux 
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gtaes de stxucture, les gtoes accessoires ne sent pas 
n6cessaires A la formation de 1' enzyme ur6ase. En 
revanche lis interviennent dans 1' expression 
fonctionnelle de l'ur6ase telle qu'exprin6e chez 
H. pylori , par des moyens de regulation et/ou de 
maturation de 1 'urease form6e. L'ur^ase est en effet 
exprim6e sous la forme d'une apoenzyme inactive avant 
de subir une 6tape de maturation au sein de H. pylori, 
6tape qui lui conf6re sa forme d' enzyme fonctionnelle. 

Les inventeurs ont par ailleurs constats que la 
presence de ces cinq gfenes accessoires est 
indispensable i 1' expression de 1' urease fonctionnelle 
dans des cellules de E.coli pr6alablement transform6e6 
avec les gfenes de structure ureA , ureB, wc&C et ureD. 

En cons6quence 1 • identification de ces gfenes et de 
leurs sequences nucl6otidigues , permet d'envisager des 
moyens pour moduler 1' activity ur^asique dans des 
souches de H. pylori en particulier pour preparer des 
souches att6nu6es. 

Selon un premier mode de realisation de 
1« invention, des sequences nucl6otidiques interessantes 
cedent pour des polypeptides ayant une homologie 
fonctionnelle avec les polypeptides UreE, UreF, UreG, 
UreH et Urel naturels. Cette homologie entre des 
polypeptides, est appr6ciee par rapport k la capacite 
de ces polypeptides, de fonctionner au sein de 
H. pylori , camme les polypeptides DreB, UreP, UreG, 
UreH et Urel naturels et par consequent de contribuer & 
la formation de 1' urease fonctionnelle & partir de 
1* apoenzyme. 

Cette homologie fonctionnelle peut etre detectee 
par la mise en oeuvre du test suivant : lo' bacteries 
sent resuspendues dans 1 ml de milieu uree-indole et 
incubees 4 37 'C. L'hydrolyse de I'uree conduit k la 
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libiration d*amnioniague, qui en augmentant le pR, 
indult tm changement de coloration de orange & rouge 
fushia. 

Au contraire on peut aettre en oeuvre dans le 
cadre de 1 * Invention , des sequences nucldotidlgues , 
r^pondant k 1* ensemble des sequences nucldigues 
correspondant a\ix g^nes ureE, ureF t ureG , ureH ou urel, 
ces sequences dtant modifl^es de fagon k ce que les 
polypeptides pour lesquels elles cedent ne poss^dent 
plus la capacity des polypeptides naturels de permettre 
la production d'une urease fonctionnelle dans H> pylori 
ou le cas ^ch^emt dans une autre esp&ce. Dans ce cas on 
cherche & att^nuer ou k supprimer les propriet^s 
fonctionnelles des polypeptides naturels, tels 
qu»expriBi6s par H> pylori . On consid%re que les 
propri^t^s fonctionnelles sont att^udes lorsque la 
souche dans laquelle les sequences nucl^otidiques selon 
1> invention sont ins^rSes, produit une urease nan 
pathogene par exenple sous la forme d'mie apoenzyne. 
Cette pathogenicity peut €tre ^valu^e par la mise en 
oeuvre du test suivant : 

On^ teste 1 * implantation dans l*estomac d*un 
animal, de preference le porcelet gnotobiotique, de la 
souche recombinante, en utilisant la technique decrite 
par Eaton et al (1991 Infect. Immun. 59: 2470-2475) . 

Selbn un premier mode de realisation de 
1* invention, une sequence nucldotldique telle que 
d^finie pr^cddemment peut 6tre associ^e aux sequences 
nucl6iques correspondzmt aux g6nes de structiire ureA et 
ureB codant pour les sous-unites ur^asiques chez 
H> pylori * 

Selon un autre mode de realisation de 1* invention, 
cette sequence nucieotidique est associee aux gknes 
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ureA, ureB . ureC et/ou ureD codant potur 1 'urease choz 
H. pylori . 

Dans ce cas les diff6rents g6nes peuvent 6tre 
localises ear des r^plicons distincts. 

L* invention concerne 6galement les sequences 
nucl6otidiques entrant dans le cadre de la d6finition 
pr6c#dente et repondant a I'un des enchainements 
nucl^otidiques codant correspondant aux g^nes ur^, 
ureF, urgG, ureH ou urel . A cet *gard 1« invention vise 
en particulier les enchalnements suivants : 

I'enchainement ureE coinrespondant aux 
nucleotides 800 & 1309 de la sequence de la figure 
4, ou tout fragment de cet enchainement des lors 
qu'il hybride dans des conditions stringentes 
c'est k dire ii 68*C dans 6 x SSC milieu de Denhard 
ou a 37 'C dans 5 x SSC 50% Formamide avec 
I'enchainement ureE ou avec la sequence 
compl&aentaire & cet enchainement, 

I'enchainement ureF correspondant aux 
nucleotides 1324 i 2091 de la sequence de la 
figure 4, ou tout fragment de cet enchainement dfes 
lors qu'il hybride dans des conditions stringentes 
c'est it dire i 68*C dans 6 x SSC milieu de Denhard 
ou k 37 'C dans 5 x SSC 50% Formamide avec 
I'enchainement ureF ou avec la sequence 
complementaire t cet enchainement, 

I'enchainement ureG correspondant aux 
nucleotides 2123 k 2719 de la sequence de la 
figure 4, ou tout fragment de cet enchainement des 
lors qu'il hybride dans des conditions stringentes 
c'est 4 dire & 68 'C dans 6 x SSC milieu de Denhard 
ou a 37 'C dans 5 x SSC 50% Formamide avec 
I'enchainement ureG ou avec la sequence 
cosipiementaire a cet enchainement. 
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1 * enchaineaient ureH oorrespondant aux 
nucleotides 2722 & 3516 de la sequence de la 
figure A, ou tout fragment de cet enchainement des 
lore gu*il hybride dans des conditions stringentes 
c*est k dire h 68 *C dans 6 x SSC milieu de Denhard 
ou a 37 *C dans 5 x SSC 50% Formamide avec 
1 'enchainement ureH ou avec la sequence 
complementaire £i cet enchainement, 

1 > enchainement urel correspondant aux 
nucleotides 211 h 795 de la sequence de la figtire 
4, ou tout fragment de cet enchainement d^s lors 
gu * il hybride dans des conditions stringentes 
c'est h dire & 68*C dans 6 x SSC milieu de Denhard 
ou h 37 *C dans 5 x SSC 50% Formamide avec 
1 " enchainement urel ou avec la s^qpience 
complementaire & cet enchainement. 
On appelle icl ''sequences compiementaires" en ce 
qui conceme les sequences d'ADN, des sequences 
inverses et complementaires. Le terme "inverse" rend 
compte de la restauration de 1 'orientation 5 '-3' de 
I'acide nucieique, complementaire par la nature des 
nucleotides et ce par rapport & une sequence donnee. 

L' invention vise aussi un enchainement 
nucieotidique particulier repondant & la sequence 
suivante : 

6C6 AAA ATA TGC TAT GAA ATA 6GA AAC CGC CAT 
L' invention se rapporte egalement h toute sequence 
d'ADN qui comprend cet enchainement nucieotidique. 

Les sequences nucieotidic[ues selon 1' invention 
repondant aux definitions precedentes peuvent entrer 
dans la constitution de sondes, lorsqu'elles sont 
marquees, par exemple & leur extremite 5' et/ou 3', par 
tine substance que I'on peut detecter. A titre de 
marqueur on peut citer les isotopes radioactifs, les 
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enzymes, les margueurs chiniques ou chlmloluminescents, 
les fluorochrones, les hapttoes ou les anticorps, des 
analogues da base ou encore des laarqueurs physiques. 
Ces narqueurs peuvent le cas 6ch6ant 6tre fixds k un 
support solide par exenple un support partieulaire ou 
membranaire, comme des billes nagndtiques. 

A titre de aarqueur pr6f6r6, on peut citer le 
phosphore radioactif (^) incorpor* & I'extr6nilt6 5' 
de la sequence utllisde coBme sonde. 

Avantageusenent tine sonde nucl6otidique selon 
1' invention comprend tout fragment des g6nes ddcrits, 
par exenple des fragments d' environ 45 nucleotides. 

Des sondes prdf^r^es selon 1» invention sont 
constitutes par des fragments issus du gfene iir^ ou de 
preference du g^ne urel . 

A partir des sequences nucl6otidiques selon 
1' invention, on peut aussi ddfinir des amorces 
(primers) utilisables pour la detection in vitro d'une 
infection par H. pvlori . Une amorce est caracterisee en 
ce qu'elle comprend vai fragment nucieotidique tel 
qu'issu d'xme sequence decrlte precedenment, comprenant 
d' environ 18 & environ 30 de preference d' environ 25 ^ 
environ 30 nucleotides. Une telle amorce peut etre mise 
en oevivre dans des reactions d' amplification genique, 
par exempXB selon une technique de polymerisation en 
chaine. 

Pour 1 'utilisation dans une technique 
d« amplification, des amorces de 1' invention sont prises 
en combinaison deux & deux, de fa^on 4 hybrider dans 
des conditions determinees avec les extremites 5' et 3' 
respectives du fragment nucieotidicpie 4. amplifier. 

Si I'on met en oeuvre la technique PCR, les 
conditions requises pour 1 'hybridation sp6cifique des 
amorces avec I'ADN a detecter sont les conditions 
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d^crites dans les demandes EP 200363, 201184, 229701 et 
la teiop^rature est calcul6e selon la fornule 

T CC) - [4(C + G) +2 (A + T) - 10] 
dans laquelle A, T, C, G repr^sentent resi>ectiveiaent le 
nonbre de nucleotides A, T, C, 6 dans les amorces 
utllls^es. 

Les techniques d* amplification utilisables dans le 
cadre de 1* invention comportent par exexnple la 
technique PGR (Polymerase Chain Reaction) d^crite dans 
les demandes de brevet europden de Cetus (n* 200363, 
201184 et 229701) , ou encore la technique de **Q^ 
Replicase" d^crite dans Biotechnology (Vol. 6, Octobre 
1988). 

D'autres sequences nucl^otidiques selon 
1* invention sont des sequences hybridant dans des 
conditions stringentes telles que d^finies ci-dessus 
avec une sequence d6f inie dans les pages pr^c^dentes ou 
une sequence compltoentaire de ces sequences. 

Les sequences nuclSotidiques et les vectevirs de 
1* invention peuvent aussi £tre utilises pour 
1' expression d'autres genes ou sequences de H- pylori 
ou d'autres souches dans H. pylori ou dans d'autres 
hotes comme E^coli, 1' Adenovirus. 

L' invention vise en outre un polypeptide 
caract^ris^ en ce qu'il correspond 4 I'un des 
polypeptides UreE, UreF, UreG, UreH ou Urel presentes h 
la figure 4, h toute pairtie d'au moins un de ces 
polypeptides. L« invention vise en particulier toxxt 
polypeptide modifie des lors qu'il pr^sente une 
homologie fonctionnelle avec le polypeptide d'origine 
UreE, UreP, UreG, UreH ou Urel tel qu'exprim6 par H. 
pylori , ou au contraire modifi6 par d^l^tion, addition, 
substitution ou inversion d'un ou plusieurs acides 
amines, pour att^nuer voire supprimer ses propridt^s 
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fonctionnelles s'agissant de !• activity urdasique telle 
qu'exprim^e par H. pvlorl. 

Les polypeptides ureE, UreF, UreG, UreH et Urel 
interviennent notanoaent dans la rdgulatlon et la 
maturation de 1' urease cbez h. pvlori. 

Un autre polypeptide selon 1« invention est celul 
qui r6pond & 1 • enchainement de 11 acides amines 
suivzmt : 

Ala Lys He Cys Tyr Glu He Gly Asn Arg His 
Les polypeptides de 1' invention et en particulier 
le polypeptide dont la sequence est donnde ci-dessus, 
peuvent Stre utilises pour la production d'anticorps 
polyclonaux ou monoclonaux, ou pour la detection 
d'anticorps dans un 6chantillon biologique infects par 
H. pvlori . 

Oes anticorps monoclonaux peuvent 6tre pr6par6s 
par la technique des hybridomes ou par les techniques 
connues pour preparer des anticorps humains. 

Ces anticorps peuvent 6galeinent §tre prepares 
selon la technique decrite par Marks et al (J. Mol. 
Biol. 1991 222,581-597). 

L* invention vise aussi des anticorps anti- 
idiotypiques. 

Des anticorps centre 1 ' enchainement de 11 acides 
■ aminds oi-dessus poxurralent 6tre nis en oeuvre dans le 
cadre d'une reaction de blocage de la maturation de 
I'ur^se. 

L' invention conceme en outre 1' utilisation des 
anticorps monoclonaux ou polyclonaux, dans des 
compositions pour traiter une infection par H. pylori. 

L' invention a ^galement pour objet des vecteurs 
recombinants caract6ris68 en ce qu'ils contiennent une 
s6qu«ice d'ADN de 1' invention. De tels vecteurs 
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recoiDbinants peuvent par exea^le 6tre des oosmides ou 
des plaemides. 

Un vecteur particuli&rement avzmtageux pour la 
realisation de 1* invention ast caractdrisd en ce qu*il 
s*agit du plasmide pILLTSB contenu dans E«coli HBlOl 
d^posd & la CNCH (Collection Nationale de Cultures de 
Microorganismes, Paris France} le 3 Octobre 1991 sous 
le num^ro 1*1148. 

Un autre vecteur recombinant particuli&rement 
avantageux est caract6ris6 en ce gu'il s'agit du 
plasmide pILL763 contenu dans E,coli HBlOl deposd h la 
CNCH le 3 Octobre 1991 sous le numdro 1-1149. 

L* invention a aussi pour objet un hdte cellulaire 
recombinant (ou souche cellulaire recombinante) , 
caract^ris^ en ce gu'il est transform^ par une sequence 
nucl^otidigue r4pondant axix definitions prec^demment 
donndes. Cet hdte cellulaire ainsi transform^ doit 
permettre 1' expression de la sequence nucl^otidigue des 
gines accessoires de 1 "urease, le cas dch^ant modifies 
conformement aux definitions pr^cedentes. 

A titre pr^f^r^, un hdte cellulaire recombinant 
est une souche de H. pylori modifiee par une des 
sequences nucieotidiques precedemment definles, et de 
fagon avantangeuse modifiee de telle fagon que les 
produits des gdnes accessoires modifies qu*elle 
exprime, contribuent k attenuer les effets de 1* urease, 
en particulier ses effets pathogenes. 

Par exemple une telle souche recombinante peut 
Stre obtenue par mutation de la souche N6 de H. pylori 
deposee k la NCIHB (National Collections of Industrial 
and Marine Bacteria LTD) en Grande Bretagne, le 26 Juin 
1992, sous le numero NCIHB 40512, la mutation etant 
-t effectuee au niveau de l"un au moins des genes ureE, 

ureF, ureG , ureH ou urel, et/ou au niveau d'un ou 
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plusieurs des g^nes de structure, par exemple ureA ou 
ureB. 

De pr6f6rence on fonaera dans le cadre de 
1* invention, des souches recombinantes et en 
particulier des souches de H> pylori recombinantes dont 
1» activity ur6asique est att6nu6e conform6ment aux 
critdres d&termin^s pr^c^denunent. 

Alnsi des souches N6 recombinantes 
particulierement avantageuses sont celles qui 
permettent d^obtenir un phdnotype ur6ase-negatlf et 
comportent au xnoins un des g6nes ureE ^ ureF , ureG, 
lareH ou urel mute. 

One inactivation du g6ne urel permet par exemple 
de preparer des souches H. pylori ur6ase-n6gatives . De 
meme certaines mutations au sein de urel permettent 
d'obtenir un ph6notype ur6ase-n6gatif chez H> pylori c 
alors que les produits des g&nes ureA et ureB sont 
exprim6s, II s^agit par exemple de la mutation n*8 
ddcrite dans les exemples. 

One autre mutation psorticulierement int6ressante, 
notamment pour la preparation de souches vaccinantes, 
et en particulier de souches H. pylori vaccinantes, est 
une mutation du gene ureG. Une souche H. pylori 
recombinante, dans laquelle le gfene ureG est mute, 
presente les propri^tes suivantes : 

* la souche ainsi mut^e conserve la capacity de 
ddclencher une r^ponse immunitaire ; 

- la souche ainsi mut6e est d6pourvue d» activity 
iir^asique. 

On peut cependant transformer d'autres souches 
avec les sequences de 1» invention. En particulier on 
aura recours a E>coli pour r6aliser des mutations dans 
les g6nes ureE, ureF, ureG, ureH ou urel , prdalablement 
ins^r^s dans cette souche, par exemple par 
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1 ' Interm^dlalre d*un plasmide. Les gtees ainsi mut^s 
peuvent ensulte Stre introduits dans une autre cellule 
hdte, par exenple dans H. pylori pour pemettre un 
remplacement all^lique et cr^er une mutation. 

On note que la deletion du g&ne urel dians xine 
cellule E.coli recombinante selon 1* invention n*alt6re 
pas le ph^notype ur6a6e*-positif d&s lors cpie les autres 
conditions pour 1* expression de ce phenotype sont 
rdunies. 

La souche E^coli reconbinante peut par ailleurs 
^tre utilis^e pour produire les polypeptides UreE, 
UreF, UreGi UreH ou Urel et les purifier par les 
technic[ues classigues. 

Les souches recombinantes de H, pylori , & activity 
ur^se attSnu^e, peuvent Stre dgalement utilis^es pour 
le transport et 1* expression de g^nes hdtdrologues , par 
exeinple des g&nes du cholera ou des salmonelles 

Oif ferentes techniques peuvent 6tre employees pour 
r^aliser des souches recombinantes • On aura par exemple 
recours k la technique d ' ^lectroporation telle que 
ddcrite dans les exemples de cette demande. 

Le cas ^ch6ant cette technique d ' ^lectroporation 
peut 6tre modifiee en supprimant l"^tape consistent k 
effectuer un choc electrique au niveau des cellules a 
transformer. 

L* invention " propose des moyens pour protdger 
contra une infection par H. pylori et en particulier 
par 1 ' administration de compositions immunog&nes 
contenant xine souche cellulaire recombinante 
caract^ris^e par une activity tir^asique atttou^e, De 
telles compositions immunogtoes peuvent Stre utilis^es 
en m^decine humaine. 

Une composition immunog&ne peut contenir des 
souches telles que des cellules de H. pylori dont 
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l'activit6 ur6asiqae est att6nu6e par insertion dans la 
souche d'une sequence nucl6otidiquo selon 1' invention, 
comportant au moins une sdguence correspondant aux 
gtoes ureE « ureF . ureG , ureH ou urel, le cas dch6ant 
modifies pour diminuer 1* activity ur6asique. 

II pent s'agir de fa^on gdndrale de tout h6te 
capable de produire une urease att6nu6e, par exemple 
par mutation des sequences nucl6otidiques d'un ou 
plusieurs g&nes ureA. ureB, ureC . ureD , ureE. tireF, 
oreG , ureH ou urel ou par es^ression d'une forne 
tronqu^e d'un polypeptide intervenant dans la 
structure, la maturation ou la r6gtilation de 1' urease. 

L' invention a aussi pour objet un kit pour le 
diagnostic in vitro d'une infection par H. pylori aur 
un 6chantillon biologique determine, caractdrise en ce 
gu'il comprend : 

- au moins un couple d* amorces nucl6otidiques 
r6pondant aux critferes ci-dessus, capables 
d'hybrider aux extr6mit#s 5' et en 3' d'un 
fragment nucl6otidique sp6cifique d'au moins une 
sequence nucl6ique correspondant h un g6ne choisi 
parmi ureE . ureF, ureG, ureH ou urel ,~ 

- des rdactifs ndcessaires a 1' extraction des 
acides nucleiques & partir de 1 • 6chantillon 
trait6, 

- des r6actifs pour effectuer la polymerisation 
dudit fragment nucliotidique, k partir des amorces 
nucldotidiques, notamment des enzymes de 
polymteisation, en qucuitit^ suffisante pour 
r^aliser 1 • amplification du fragment que I'on 
souhaite amplifier, 

. au moins un enchainement de nucleotides pouv2mt 
fitre utilis6 comme sonde et capable d'hybrider 
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dans des conditions d6teniiin6es avec le fragment 
d'ADN a&plifi^, 

le cas 6ch6ant des noyens pour r^vdler 
1 * hybridation. 

Selon un mode de realisation particulier de 
1' invention, on peut ^galement incorporer au kit, 

un contrdle interne de la reaction 
d > amplification par exemple constitud par un acide 
nuclSique ^ventuellement portd par xin plasmide, 
ledit acide nucl^igue pouvant aisdment Stre 
detects par hybridation, par exemple du fait gu'il 
contient un g6ne de resistance t un antibiotigue, 
ou du fait gu*il est constituS par de 1*ADN 
chromosomique de N6, ledit fragment 4tant en outre 
muni h ces deux extr&ait^s d*au moins une amorce 
d' amplification, ces amorces 6tant ou non choisies 
parmi les amorces de 1* invention, et 

- une sonde capable d'hybrider avec 1* acide 
nuclSique contenu dans le contrdle interne, 

- le cas ech^ant, une reverse transcriptase pour 
obtenir de l*ADNc h partir de I'ABN ^ventuellement 
present dans I'^chantillon teste. 

La presence d*un contrdle interne ajoute & 
1 * dchantillon permet de dStecter la presence de "faux 
ndgatifs*" parmi les echantillons. En effet, lorsgue la 
sonde specif igue du contrdle interne ne detect e pas un 
produit d' amplification, on est vraisembl€Q3lement en 
presence d*un ecbantillon contenemt un inhibiteur de la 
Tag polymerase, inhibiteur gui gdne 1* amplification 
d'ADN ou d'ADNc de H. pylori . Dans ce cas, differentes 
dilutions de l*echantillon teste peuvent permettre de 
mettre en evidence la presence d* acide nucieigue de 
H. pylori . 
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Lorsque le t6noin interne pr6sente une reaction 
positive, une r6ac±ion negative au niveau de 
l'6caiantillon test* peroet de d6duire qu'il y a bien 
absence de H. pylori . 

on note que les amorces incorpor^es au contrdle 
interne, ne sont pas n6cessairenent celles de 
!• invention. Cependant, le choix d'autres anorces peut 
entrainer une diminution de sensibility. 

A titre d'exemple d'6chantlllon biologique pour la 
detection d'une infection chez I'homme par H. pylori, 
on utilisera des pr616vements tels que des biopsies, du 
jus gastrique ou 6ventuellement de la salive ou des 
selles. 

Ce kit peut aussi 6tre mis en oeuvre pour des 
centrales de pollution des eaux ou des contr61es sur 

des aliments. 

L' invention se rapporte aussi h un prooed* pour le 
diagnostic in vitro d'une infection par H. pylori, dans 
un 6chantillon biologique d6termin6, caract6ris6 en ce 
qu'il comprend les stapes de : 

a) mise^ en contact de I'acide nucleique de 
I'dchantillon susceptible de contenir H. pylori 
dans des conditions permettant 1' accessibility 
sous ferine d'ADN simple brin ou d'APN, avec au 
moins vm couple d' amorces nucl6otidiques selon 
1' invention, lesdites amorces pouvant hybrider 
avec I'acide nucl6ique de H. pvlori s'il est 
prisent, et initier la synthase du produit 
d' Elongation desdites amorces, chaque brin de 
sequence nucl6otidique de H. pvlori servant de 
matrice lorsqu'il est appari6 avec les amorces; 

b) separation des brins d'acide nucl6ique 
synthytisgs, de leur matrice; 
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c) rdp^titlon de la synth&se du produit 
d* Elongation, & partlr de chague brin d*acide 
nuclElque present k 1* issue de l*Etape b) et 
susceptible d'hybrider avec les amorces, jusqu'^ 
l*obtention d*une amplification de I'acide 
nuclEigue recherchd, suffissmte pour 6tre 
d^tectde, 

d) mise en contact du produit de l*6tape c) avec 
une sonde nucldotidigue dans des conditions 
peraettant de d^tecter la presence de I'acide 
nucl£ic[ue amplifiE recherche ; 

e) detection des produits de 1 'hybridation 
Eventuellement formes. 

Selon un mode de realisation pr6f6r6 du precede 
pour le diagnostic in vitro cl-*de6sus ddfini, la mise 
en contact de 1 ' Echantillon teste est pr^cddee d'une 
etape de traitement de 1 ' echsmtillon de f agon k en 
extraire I'acide nucleigue. 

Selon un autre mode de realisation preferd, le 
procede comporte une etape prealable k la mise en 
contact avec les amorces consistant en un traitement de 
I'acide nucieigue de 1 ' echantillon avec une reverse 
transcriptase, pour obtenir la synthase d'ADNc k partir 
de I'ARN eventuellement present dans 1 ' echantillon 
teste. 

L' invention vise aussi un kit pour le diagnostic 
in vitro d'une infection par pylori caracterise en 
ce gu'il comprend : 

^ une guantite determinee de sondes selon la 

definition precedente, 

- un milieu approprie pour la realisation d'une 
reaction d' hybridation entre I'acide nucieigue de 
H> pylori k detecter et la sonde, 
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- des r^ctifs pour la d6tection des hybrides 
6ventuellement formes. 

Un proc6dd pour 1 'utilisation de ce kit et pour le 
diagnostic in vitro d»une infection par H. pylori, i 
partir d»un 6chantilloh biologigue, est caract^risd en 
ce qu'il comprend : 

- la mise en contact de 1 ' echantillon a tester 
dont I'ADN et/ou de I'ABN a 6td pr6alableinent 
rendu accessible, avec une sonde pr6c6deiBment 
d^finie, dans des conditions pennettant 
1* hybridation de l*acide nucldique avec la sonde; 

- la mise en Evidence d'une reaction d» hybridation 
^entuelle entre I'acide nucl6ique et la sonde. 
Les sequences nucl6otidiques de 1* invention 

peuvent dtre obtenues soit par extraction de I'acide 
nucl6igue de H. pylori et digestion avec des 
endonucl6ases choisiea et purification, ou encore par 
synthtoe chisigue. 

A titre d'exemple, on peut citer pour la synthase 
de tels fragments d'acides nucl6igues, la ndthode au 
phosphotriester, telle que d6crite par Narang, S.A- et 
al dans Meth. of Enzymol., 68, 90 (1979). Une autre 
methode adapt6e pour la preparation de fragments de 
nucleotides est la methode au phosphotriester telle que 
d^crite par Brown E.L. et al, dans dans Meth. of 
Enzymol., 6B, 109 (1979). 

cette preparation peut dgalenent £tre effectude 
par un processus automatism, par ex«nple faisant 
intervenir les diethylphosphoiamidites en tant que 
constituants de depart, et dans ce cas, la synthese 
peut fitre r^alis^e suivant la description de Beaucage 
et al. Tetrahedron Letters (1981), 22, 1859-1862. 
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D ' autres avantages et propri^t^s de 1 ■ invention 
apparaissent dans les exemples qui suivent et dans les 
figures. 

y I G u R B s . 

Ficrore 1 ; Sous^-donage et mutaginise par transposon de 

PZLL753 

A : Carte de restriction lindaire du cosaide hybride 
pILZi585 et du plasmide pILL590 (Labigne et al 1991} • 
Les cadres gris represent le fragment d*ADN reguis pour 
1 'expression de 1 'urease dans C. jejuni . 
B : Insertion au hasard du transposon MiniTn3*Kin. Les 
nombres (1 & 24) de n&ne que les cercles, correspondant 
au site d* insertion du transposon dans pILL753; les 
signes (+) indiguent que le transposon n'a pas inactive 
1' expression de 1 'urease alors que les signes (-) 
indiguent que 1* expression de 1 'urease a 6t6 abolie. 
C : Ceorte de restriction lin^aire des plasmides 
hybrides pILL763 et pILL7€8 g^n^rds par d^ldtion (A) h 
I'int^rieur de pILL753. La localisation des g&nes (ureA 
h ureH ) est indiguee par des rectangles. La longueur 
des rectangles correspond k la longueur de 1*ADN requis 
pour exprimer les polypeptides. Les fl&ches se rSf^rent 
& 1 ' orientation de la transcription. Le nombre de 
cadres en bas de la figure ihdique la taille en 
kilobases des fragments de restriction. Les nombres 
entre parenth^se correspondent h la taille des 
fragments d*ADN de H. pylori insteps dans un des 
vecteurs de clonage (pILL575, pILL550 ou pILL570} , B, 
BamH I; E, EcoRI, P, PstI, H, Hind lll ; C, Clal; Sm, 
Sma l. Les lettres entre parenth&se indiguent que les 
sites de restriction appartiexment au vecteur. 
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Figure 2 t JLctiviti uriasiepie eacprinie par Bjooll HBlOl 
htoergeant pXLL753, en fonotien du temps 

Des boltes pr6par6es avec soit un milieu L-agar (ML) 
soit un milieu minimum M9 compl6t6es avec 10 mM L- 
arginine (MM) ont 6t6 chacune inoculees avec une partie 
aliquote de 100 /tl de culture et mises en suspension 
(10» bact6rie/ml) dans du NaCl st6rile, a 0,85%. Les 
boltes ont 6t6 incub6es, en milieu afirobie ou 
microa6robie, & (A) 30-C ou (B) 37-C et les mesures de 
1' activity ont 6t6 faites en temps voulu. Les 
ast6risques indiquent qu'aucune activity ureasique n'a 
d^tect^e. 

Figure 3 : s^guenee d«M)» des gtoes aeoessoires de 
If urease de H. pylori 

A : Stratdgie pour le sdguengage des g6nes aeoessoires 
de la region urdase du plasmide hybride pILL753. Les 
flfeches correspondent aux tailles des fragments d«ADN 
s6quenc6s. Les t6tes de filches repr6sentent les 
oligonuddotides utilisds pour rdaliser et confirmer la 
determination oligonucldotidique. 

B : Representation schdmatique des cinq cadres ouverts 
de lecture (ORFs) deduits & partir de 1' analyse de la 
sequence nucldotidique et leurs tailles en nucldotides. 
ATG correspond au codon d' initiation relatif t chacvm 
des g&nes. 

C : Les tailles et les masses moldculaires calculees 
des cinq polypeptides suppldmentaires de I'urdase de 
H. pylori sont indiqudes. 

Figure 4 ; Sdquenoe nuoleotidique des gtees aeoessoires 
de l*urdase de H. pylori 
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lies noxnbres en haut de la s^cpience indlguent la 
position des nucleotides. Les sequences d'acides anin^s 
prddites, dans l*ordre sdguentiel sont : Urel (bp 211 h 
795) , UreE (bp 800 & 1309) , DreF (bp 1324 t 2091) , UreG 
(bp 2123^ 2719), et UreH (bp 2722 t 3516). Les 
sequences potentielles de liaison aux ribosomes 
(Shine-Oalgarno, sites SD) , sont soulignSes. Les 
seqpiences encadr6es correspondent axix sequences de type 
promoteur-^like (^54) et les fl&ches au dessus de la 
sequence indiquent les structures en boucle avec les 
elements d*un signal de fin de transcription rho- 
ind^pendant (Rosenberg et al (1979) Annu. Rev. Genet. 
13: 319-359). Les pointings sous la sequence d'acides 
amines correspondent au domaine de liaison de 1*ADN 
( urel ) ou de I'ATP de la protdine (ureG) (Higgins et al 
(1985) EHBO J. 4: 1033*1040 et Pabo et al (1984) Ann. 
Rev. Biochem. 53 : 293-321) . 

Ficfure 5 ; Organisation gendtique de l*opdron urease 

Les positions relatives des gtoes codcuit pour des 
polypeptides associ^s avec I'op^ron urease de 
P. mirabilis (Jones et al (1989) J. Bacterid. 171: 
6414*6422) , de K> aeroqenes (Mulrooney et al - 1990) et 
de H. pylori sont indiqu6es. Les pourcentages se 
rapportent & la proportion d'acides amines identigues 
entre deux g^nes apparent^s. Les cadres blancs 
repr^sentent les gtoes ^i sont uniques & I'opdron. 

Figures 6 et 7 Analyse des souohes parentales et mut^es 

Figure 8 ; Profile de restriction apris digestion 
ensynatique des ADN totauz des souohes asP, 
N6 et N6 mutde (urease*) 
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y^ qures 9 et 10 Organisation g^neaique das 4 gtoes vxe 
dans les gtemes des souohes 85P et K6. 
Lea fragnents sp^oifiques d'ADN ont M 
aaplifi«s 4 partlr da I'ADN 
ebzonosomique eztrait des isolats 85P 
et H6 de H. pylori en utilisant 8 
pairea d*amoroea eonform^ent & la 
figure 10. Las produits d* amplification 
ont 6t6 sdpar^s par ^leotropborese snr 
tin gel d* agarose k 1,4%. lies valours de 
obaqae e6t6 du gel correspondent auz 
dimensions <en kilobases) de I'^ohelle 
de 1 kb utilises oomme standard. 

Figure 11 lamunobuvardage & l»aide d'antioorps 

Figure 12 Mutagenise par transposon : Representation 
sobdmatique de quatre 6tapes cons6outives 
ndoessaires pour la construction de mutants 
dans una baotdrie h. pylori 

Conjugaison 1 : le plasmide transferable pOX38 du 
groupe IncF hobergeant le transposon MiniTn3-Km est 
introduit dans E.coli HB 101 contenant 1) le plasmide 
pTCA exprimant de fa^on constitutive la transposase Tn3 
(TnpA) et inmun 4 Tn3 compte tenu de la presence de la 
sequence Tn3-38bp et 2) le vecteur suicide de 
conjugaison contenant le fragment clonS de H. pvlori h 
mutagdneiser. Les transconjugants HBlOl kanamycine sent 
cultiv^s pendant 48 beures 4 30 'C et les bactdries sont 
conjuguees aveo E.coli DHl (Nal) . 

Conjugaison 2 : les coint6?pcats rdsultant de la 
transposition de MiniTn3-Rtt dans le plasmide d4riv6 de 
pILL570 en 1' absence de r^sclvase sont selectionnes 
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cointdgrats kananyclne conjugatlfs dans les 
cellules DHL 

tronjugalson 3 ; les coint^grats sont Introduits dans 
la souche NS2114 (Rlf) h^ergeant le g&ne ere , capable 
de produire une resolution par recoinbinalson specif igue 
du coint^grat en deux r^pl icons, l*un consistent dans 
le donneur d'origine pour le transposon (pOX38-> 
HiniTnS-I^) et 1* autre consistent dans le plasmide 
hydride d^rivant de pILL570 dans leguel HiniTn3-Kla a 
6te insure. La selection positive des formes rdsolues 
des cointdgrats a obtenue par selection des 

transconjugants NS2114 & la kanamycine, sur un milieu 
contenant 300 (ig/ml de Jcanamycine ainsi que 300 /xg/ml 
de spectinomycine. La demitoe 6tape consistent en 
1 ■ introduction de I'ADN mut6 chez H> pylori peut 6tre 
r^alis^e en ^lectroporant H> pylori avec I'ADN 
plasmidigue extrait d' E»coll NS2114 (souche de 
reference), obtenu h l*etape 3« 

Figure 13 carte de restriction de MiniTnB selon Seifert 
et al (1986 FKAS, USA, 83:735-739)* 

L*etoile indique dans le plasmide pILLSTO le site de 
restriction qui ont 6te modifies au cours de la 
construction du vecteur. 

I - ZDBHTZFXCATZOH DES OBHB8 

MRTERIBLS ET MSTHODES 

Souches bact6riennes , plasmides et conditions de 
culture 

H, pylori 85P a 6t& isold chez un patient atteint de 
gastrite, et correspond h la souche d^crite dans 
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Labigne et al (J. Bacteriol. 123: 1920-1931 (1991)). 
E.coll MC1061 (Maniatis et al (1983) , Molecular cloning 
a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold spring Harbor H.Y.) a 6t6 utllis6 camme hdte dans 
les exp6riences de clonage et E.coli HBlOl (Hs^ hsdM 
reA SUPE44 lacZ4 LeuB6 proA2 thi-1 Sm) (Boyer et al 
(1969) J. Mol. Biol. 41: 459-472) a 6t6 utilisi conme 
h6te pour 1« analyse quantitative de !• expression de 
1< urease. Les vecteurs et hybrides utUisds dans cette 
6tude figurent dans le tableau 1. Les souches d'E.coli 
ont 6t6 cultiv6es dans du bouillon L sans glucose (10 g 
de tryptone, 5 g d'extrait de levure et 5 g de NaCl par 
litre, pH = 7,0) ou sur des boites de g61ose L 
(contenant 1,5% de g61ose) h 21' C. Les concentrations 
en antibiotiques pour la selection des transfonnants 
ont 6t6 les suivantes (en milligranmes par litre) : 
kanamycine: 20, t6tracycline: 8, ampicilline: 100, 
spectinomycine: 100, carbinicilline: 100. Pour 
!• expression de 1' activity urdasique, les bact6ries 
B.eoli ont 6td cultiv6es sur un milieu limitant la 
concentration en source d' azote constitu6 de milieu 
g^losS minimum M9 sans ammonium (pH » 7,4) contenant 
0,4% de D-glucose comme source de carbone et, sauf 
indication contraire, 0,2% (p/v) de L-glutamine 
stdrilis6e par filtration et fraichement pr6par6e 
(Pahel et al (1982) J. Bacteriol. 150: 202-213) comme 
source d' azote. 

Clonage mol6culaire et analy ses de I'ADN 

Les digestions avec une endonucl6ase de restriction, le 
remplissage des extr6mitds et les autres. manipulations 
courantes de 1»ADN ont 6t6 effectu6s selon les 
techniques standard de Maniatis et coll. (Maniatis et 
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al (1983), Molecular cloning a laboratory manual. Cold 
Spring Harbor Leiboratory, Cold Spring Harbor N.YO* 
digestions partielles avec Sau3A ont 6t^ faites k 20 *C 
de fa^on & ralentir 1* activity enzymatigue. Les 
endonucl^ases de restriction, le grand fragment de 
1*ADN polymerase I, 1*ADN polymerase de T4 (utilis^e 
pour rendre f ranches les e^ctr^mites des fragments) et 
1*A0N ligase de T4 ont ete foumis par Amersham Corp. 
La phosphatase alcaline d'intestin de veau a ete 
foumie par Pharmacia. Les fragments d*AON ont 4t6 
s^par^s par eiectrophor^se sur des blocs horizontaxix de 
gel contenant 1 ou 1,4% d* agarose et trait^s dans des 
tampons Tris«*acdtate ou Tris-phosphate (Kaniatis et al 
(1983), Molecular cloning a laboratory manual. Cold 
Spring Harbor Leiboratory, Cold Spring Harbor N.y.)« Une 
echelle de 1 kb (Bethesda Research Laboratories) a 
utilis^e comme standard de poids mol^culaire. 
L'eiectrodlution des fragments d'AON & partir des gels 
d' agarose contenant du bromure d*ethidium (0,4 /xg/ml) a 
&t6 effectu^e comme precedenment ddcrit (J. Bacteriol. 
173 : 1920-1931 (1991) , Labigne et al) . 

Activitd ureasigue 

La detection de 1' activity ur6asigue a 6t6 effectuee 
par remise en suspension de 10^ bacteries dans 1 ml de 
milieu ur^e-indole (Diagnostic Pasteur) et incubation a 
37 *C poidant des p^riodes variables. La liberation de 
1* ammoniac due k l*activite ureasique a eieve le pH en 
provoguant un virage de 1* orange au rouge. 

L*activite ureasique a ete mesuree selon la reaction de 
Berthelot, selon une modification du mode operatoire 
precedemment decrit (Ferrero et al (1991) Microb. Ecol. 
Hlth. Dis. 4: 121-134). Succinctement, les bacteries 
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ont 6t6 recueillies 4 partir de boites de g^lose dans 
2,0 ml de NaCl h 0,85% 8t6rile et centrifug6es & 12 000 
tr/min pendant 10 ainutes h 4*C. Les culots ont 6ti 
lav6s deux fois dans du NaCl & 0,85% et remls en 
suspension dans du tanpon phosphate de sodium k 100 mU 
(pH 7,4) contenant 10 nM d'EDTA (PEB) . Pour preparer 
les eactraits trait6s aux iiltrasons, les cellules ont 
lys^es par quatre impulsions de 30 s avec un 
Branson Sonifier Model 450 r6gl6 h 30 W, cycle 50%. Les 
debris cellulaires ont dt* dlimin6s avant les 
determinations de 1' urease. les dchantillons 
fralchement prepares (10-50 Ml) ont M ajout^s h 200 
Hi de solution substrat d'ur6e (ur^e 50 mM prdpar^e 
dans le PEB) et mis & r^agir t la temperature ordinaire 
pendemt 30 minutes. Les reactions ont 6t6 axr&t4ea par 
addition de 400 /xl de r^actif de ph6nol-nitroprussiate 
et 400 Hi de r6actif hypochlorite alcalin. Le melange 
reactionnel a 6t6 incubS k 50 'C. Des blancs, dans 
lesquels I'activiti ur^asique 6tait inactiv6e par 
I'dbullition pendant 5 minutes avant 1« addition du 
substrat, ont 6t6 trait6s de fa^on semblable. La 
quantity d' ammoniac liberie h dti ddtexminee a partir 
d'une courbe d'^talonnage etablissant la relation entre 
A<2s et la concentration en ammonium (& partir de 
NH4CI). on a consid6r6 que la liberation de 2 nmol 
d' ammoniac dquivalait & I'hyrdolyse de i imol d'urde. 
L' activity ureasique a etd expriaee en ^mol d'uree 
hydrolysee/min/mg de protdine bacterienne. 

Determination des proteines 

Les concentrations des proteines ont dte ddtezminees 
selon I'essai de Bradford (Sigma Chemicals). Pour 
solubiliser les proteines dans les extraits de cellules 
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enti6res, les suspensions cellulaires pr^par^es dans du 
TPE ont 6t6 centrlfug^es et les culots ont 6t6 remis en 
suspension dans une solution d * octyl^^-D-glucopyranno- 
side, afin d'dted^lir une concentration finale en 
detergent (dans le rdactif colorant) de 0,1*0,2% (p/v) . 

Mutaq6nfese de transposon et construction de 
mutants 

Le systtoe d*apport NiniTn3-Xln a 6t6 utilise pour 
produire des mutations par insertion al4atoire dans le 
fragment d*AON clon^ dans pILL570. 

Le systeme MiniTn3 ddcrit par Seifert et al (1986 PNAS 
USA 83: 735-739) faisant intervenir le plasmide p0X38 
en tant que donneur de I'^l^ment transposable et le 
plasmide pTCA agisant en trsms et apportant 1* enzyme 
transposase Tn3 (Seifert et al 1985 Genetic Engineering 
Principles and Methods Vol. 8: p. 123-134 Setlow, J. and 
Hollaeinder, A« Editors, Plenum Press New-York) , et la 
souche NS2114 h^ergeant le g&ne ere codant pour la 
recombinase Pl sp^cifigue pour le site lox ont ^t^ 
utilises pour la mutagdn&se de fragments d*ADN avec les 
modifications suivantes : 

i) le HiniTn3 a modifi^ en enl event le 

fragment Bgl l -EcoR I du g&ne codant pour la 
lactamase dans le plasmide pTn (Seifert et al 1986 
pr^citd) , et en le rempla^ant par la cassette 
kanamycine Cla l- C. jejuni (1,4 kb de longueur 
d^crit par Labigne-Roussel et al (1988 J. 
Bacteriol. 170 : 1704-1708)). Ce nouvel agent 
d* insertion MiniTn3-*Km a transpose dans le 

plasmide transf^ra^^le p0X38 tel que d^crit par 
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Seifert et al (1986 pr6clt6) conduisant t 
I'obtentlon du plasnide pILL553; 

li) on a utilisd le vecteur suicide pILLSTO 
spectinomycine conjugatif pr^alablement d6crit par 
Labigne et al (1991 J. Bacteriol. 173: 1920-1931) 
pour le clonage du fragment utilise pour la 
nutagtoftse. Ce vecteur suicide 6tait ddriv6 de 
PILL560 (Labigne-Roussel et al 1988 J. Bacteriol. 
170 ; 1704-1708) dont les sequences d'ADN 
responsables de I'imnunitfi k Tn3 ont 6t6 d61dt6es? 

iii) le plasmide IncP, pRK212.1 du "complementing 
plasmid" (Figurski et al 1979 PNAS USA 76: 
1648-1652) a 6t6 introduit par conjugaison dans 
E.coli souche NS2114 et un mutant rifampicine 
spontan6 de NS2214 h6bergeant le g6ne ere a dt6 
obtenu. et utilisd pour la selection des 
transconjugants h^ergeant le coint6grat; 

iv) la resolution efficace des coint6grats 
(produits de co-int6gration) a 6t6 s^lectionn^e de 
manifere positive grSce au grand nontore de copies 
du plasmide derive de pILL570 en d6posant sur des 
bfiites le troisieme mdlange obtenu sur un milieu 
contenant 500 tig de kanamycine et 300 ixg de 
spectinomycine . 

S6auencaae de I'ADN 

Les fragments appropri6s d'ADN ont 6t6 clones dans 
M13mpl9 et M13mpl8 (Meissing et al (1982) Gene 19: 
269-276) pour lire inddpendamment les deux brins 
compldmentaires. Les clones contenant les fragments 
d' insertion, ont 6td identifies h I'aide de X-Gal (5- 
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bromo-4-chloro-3-indolyl-/^-IHgalactopyrannoside) et 
d ■ isopropyl-/9-D-thiogalactopyrannoside • Les brins 
simples des plasmides recombinds MlSnplS et H132&pl9 ont 
obtenus selon la m^thode au poly^thyltoeglycol 
(Sanger et al (1980) J* Mol. Biol. 143: 161-178). Le 
siquen^age a 4t6 effectud selon la adthode d'arrdt de 
chaine avec des did^soxynucl^otldes (Ssinger et al 
(1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463-5467) k 
I'aide du ndcessaire Seguenase (United States 
Biochemical corp.). Le s^guengage de 1*ADN bicatSnaire 
a ^galement 6t6 ef fectu^ par arrSt de chaine avec des 
did^soxynucl^otides avec le n6cessaire Seguenase par 
emploi d*ADN plasmidigue purifl^ sur un gradient de 
chloriire de cesium (Zhang et al (1988) Nucleic Acids 
Research. 16: 1220). Des 6chantillons de 3 fig d*ADN ont 
^t6 d*abord ddnatur^s avec une solution de NaOH 1 H 
(volume total 20 til) , puis neutralises avec 2 /il 
d* acetate d* ammonium 2 M (pH 4,6). L'ADN a ^t^ 
pr^cipit^ apres addition de 60 Ml d*6thanol h 100% 
glacd, incubation ci -70 'C pendamt 10 Minutes et 
centrifugation h 4*C pendant 20 minutes. Apr&s lavage 
avec 60 Ml d*dthanol h 80% glace, le culot a 6t6 remis 
en suspension dans 10 Ml de tampon de s^guengage 
contenant 0,5 pmol de 1* amorce et incube pendant 3 
minutes a 65 *C. Apres une p^riode d* incubation de 30 
minutes & la temperature ordinaire, le siguen^age a et^ 
ef fectu6. 

REBULTATB 

Detection de 1* activity ur6asicrue dans une souche 
hdte d*E.coll h^bergeant le cosmide recombinant 
PILL585 
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Des transfonnants d' E.coli hfibergeant le cosnide 
PILL585 ont 6t6 6talds sur du milieu ninlaaum M9 glucos6 
additionn6 de 0,2% de l-glutamine (comme seule source 
d' azote) ou du milieu L, et incubte & 37'C pendant 48 
heures. Les transformante ont 6t6 ensuite criblee 
relativement & l»activit6 ur^asique selon une essai 
colorimdtrique qualitatif effecstu6 dans du milieu 
ur6e-indole. L' activity n'a M observie que dans les 
transformants de E.coli HBlOl ayant subi plusieurs 
passages (plus de 5 passages) sur le milieu minimum & 
37 -C en conditions d'a6robie. Ce sont done les 
conditions qui ont 6t6 utilis6es pour la determination 
qualitative de 1« expression de 1" urease dans les clones 
d' E.coli . Aucune activit6 uriasique n'a 6t6 d6tectee 
dans les transformants cultiv6s sur un milieu riche en 
azote. 

La transformation de la souche E.coli HBlOl avec le 
plasmide pILL590 contenant un fragment de 4,2 kb, 
identifi6 comme la region minimale n6cessaire & 
1' expression de l'ur6ase dans c. ieiuni (Labigne et al 
(1991) J. Bacterid. 173* 1920-1931) dans les cellules 
d' E.coli , mSme aprfes culture et passages dans un milieu 
limitant la concentration en source d« azote. Cela 
implique que les gfenes presents sur le cosmide, mais 
absents du plasmide pILL590, sont n6cessaires a 
I'e^^ression de 1' urease chez E.coli. 



fioua^clonaoe dea afenes n^cessa tres & 1' activity 
ur^asioue dans une souche d'E.coli 

En 1» absence d' activity uriasique detectable dans la 
souche d' E.coli htoergeant le plasmide recombinant 
PILL590, le fragment d' insertion de 34 kb du cosmide 
PILL585 a 6td soumis & une digestion partielle avec 
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1 • endonuclAase Sau3A pour produlre des fragments 
coinpris entre 7 et 12 kb. lis ont 6t6 trait^s h la 
phosphatase alcallne, pour 6viter tout rearrangement du 
genome initial, et ligatures au plasmide pILL570 
linearise avec BamH I* Apr^s transformation dans E>coli 
HBlOl, chague transformant resistant & la 
spectinomycine a 6t6 soumis h un essai ultdrieur de sa 
capacity h hydrolyser 1' urease dans des conditions 
d* induction. Un clone pr^sentait un phdnotype urSase- 
positif. II hdbergeait un plasmide recombinant appel^ 
pILL753. Ce plasmide contenait un fragment d' insertion 
de 11,2 Icb. Les sites de reconnaissance BamHI et 
Hind lll ont 6t6 cartographies relativement aux sites de 
restriction uniques EcoR l et PstI du vecteur pILL570 
(figure 1) • La comparaison de la carte de restriction 
du plasmide pILL753 avec celle du plasmide recombinant 
precedemment deer it pILL590 a d^montr^ que le fragment 
d" insertion de pZLL753 avait un fragment d'ADN 
additionnel de 4,6 Icb situd en aval des guatre genes 
de l*\irease prdc^demment identifies dems le plasmide 
pILL590 (c*est a dire ureA, ureB, ureC et ureD) • 

Optimisation de 1' activity ureasioue dans E>coli 
HBlOl . 

Pour definir les conditions de culture assurant 
1' expression optimale des genes de 1* urease de 
H, pylori dans E«coli . l*activite de clones hebergeant 
PILL753 a ete evaluee guantitativement apres culture 
sur un milieu minimum additioime de diverses sources 
d" azote. Dans tous les cas, un milieu de base minimum 
solide a ete utilise, car des etudes ont montre que 
I'activite ureasigue etait tres faible, dans les 
cultures effectuees dans xin milieu liquide* 
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Les activit6s relatives des cultures sur des milieux 
coinpl6t6s par L-arginine, L-glutamine, L-glutamate, 
m^Cl et l»ur6e (chacun & une concentration finale de 
10 inM) dtaient respectivement : 100%, 36%, 27%, 46% et 
20%. 

L'activit6 ;ir6asique a 6t6 optimale dans les cultures 
effectu6es sur un milieu additionnd de L-arginine. 
L' activity ur^asique n'a pas 6t6 d6tect6e dans les 
cultures effectu6es sur un milieu riche en azote. 

Bien que la presence d'ions Ni^* libres puisse avoir un 
effet de stimulation de l«activit6 ur6asique (Mulrooney 
et al (1989) J. Gen. Microbiol. 135: 1769-1776 et 
Mobley et al (1989) Microbiol. Rev. 53: 85-108), ceci 
ne s'est pas manifesto sur 1* activity ur6asique des 
cellules hdbergeant pII>L753. 

L'amalyse au cours de l'e:q)ression de 1» urease dans le 
clone d' E.coli portent pILL753, cultivd dans diverses 
conditions, a indiqu6 que 1" activity ur^asique maximale 
etait obtenue apr&s 3 jours de culture a6robie & 37 "C 
sur du milieu minimum additionn6 de L-arginine- (figure 
2). L* activity ur6asique dans les cultures effectu6es 
sur un milieu riche en azote 6tait meilleure apres 
culture en microa6robiose. En revanche, des conditions 
de microadrobie ont eu un effet r6pressif sur les 
activity des cultures limit^es en azote. 

L» activity ur6asique des cellules E.coli h6bergeant 
pILL753 en culture en conditions d«a6robie pendant 3 
jours a 37 'C dems un milieu minimum additionn^ avec de 
I'arginine, dtait 0,9 ± 0,4 tmol d'ur6e hydrolyse par 
minute, par mg de protiine. Par coaparaison I'isolat de 
H. pvlori utilise pour doner les gfenes de 1' urease 
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hydrolysait l*ur^e k xm taux de 23,2 1 2,3 timol/mn/mg 
prot^ine. 

Identification et localisation des gfenes 
n6cessaires & 1' activity urdasicnie dans une souche 
hdte d'E,coli 

Pour determiner la region d*ADN ndcessaire au ph6notype 
ur4ase-positif , des ddrivds de pILL753 portemt 
l*61toent transposable HiniTn3-Kai ont tout d'abord 6t6 
Isolds selon un mode opdratoire prdcddemment ddcrit 
(voir Hatdriels et Mdthodes) • Des transf ormants 
d' E^coli HBlOl portant les transposons ont tous dtd 
criblds relativement a 1* activity urdasigue. lis ont 
appelds pILL753::x ou x ddsigne le site d^ insertion 
de MiniTn3-Km tel qu'il apparalt sur la carte de la 
figure 1. Sur les 24 insertions choisies pour 
1* analyse, 10 ddrivds avaient totalement perdu la 
capacity d^hydrolyser l*urde (2, 3, 4, 5, 6, 10, 11, 
12, 13 et 14), tandis que 14 conservaient le phdnotype 
urdase«*positif . Ces resultats confirment que toute 
mutation d' insertion ayant une cartographie 
correspondant aux gdnes ureA ou ureB (mutants 2, 3, 4, 
5 et 6) abolit 1* activity urdasigue, mais ddmontrent 
dgalement gu'un fragment d'ADN de 2,6 kb situd plus en 
aval du gdne ureB est ndcessaire k 1 'expression d"un 
phdnotype urdase-positif dans E,coli cultivd dans des 
conditions limitant 1* azote. En revanche, k paxrtir des 
resultats relatifs k la mutagtodse des transposons, un 
fragment d*ADN de 600 pb situd immddiatement en aval du 
gdne ureB ne s'est pas rdvdld Stre essentiel k 
1 'expression de 1' activity urdasigue dans E.coli > 

Des analyses additioxuielles comprenant I'dtablissement 
de ddldtions dans le fragment d' insertion pILL753 ont 
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dt6 effectudes poxir mleux coaiprendre les conditions 
ndcessaires & 1' expression d'une urease active dans les 
cellules d' E.coli . Des sous-clones d'E«celi portant les 
deriv6s plasmidiques ont fait I'objet d'une 
ddtermination quantitative de 1« activity ur6asique dans 
les conditions de limitation de 1 "azote d^finies ci- 
dessus. Les r^sultats sent r6suin6s au tableau 2. Tous 
les sous-clones dtaient des d^iv^s du m&ne vecteur 
pILLSTO, si bien que les r6sultats peuvent fitre 
compares. L'un deux, le plasmide pILL768, a 6t6 obtenu 
par autoreligature du grand fragment EeoRI produit & 
partir du produit de digestion par une enzyme de 
restriction du plasmide pILL753::16 (figure 1). Cette 
construction a conduit k une dS16tion de 2,95 kb a 
l*extrimit6 3' du segment d» insertion pILL753. Les 
cellules portant ce plasmide expriment une activity 
\ir6ase comparativement faible (tableau 2). Le plasmide 
PILL763, a 6t6 obtenu par clonage du fragment de 
restriction Clal-PstI du plasmide pILL753::l dans le 
vecteur pILL570 Itn6aris6. Cette construction, dans 
laquelle un fragment d*ADN de 1,75 Icb contenant les 
g%nes ureC et^ ureD , pr6c6deinment d^crits, dtait 
supprimd, exprimait une activity ur^asique 
approximativement deux fois plus fortes que celles des 
cellules hebergeant pILL753. Dans aucun cas, des 
d616tions ou des insertions n'ont conduit k une 
activate \xr4asique constitutive. 

Analyse de la s6cmence de la region ndcessaire & 
1» expression de 1* urease dans E.coli 

Dans le fragment de 11,2 kb n6cessaire & 1» expression 
de I 'urease dans E.coli ^ un fragment d'ADN de 3,2 kb 
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localise imaSdlatement en aval du gtoe ureB, a 
Identlfi^ suivant la stratdgle de la figure 3. 

1) les fragments Hlnd lll de 1,2 kb et 
BamH I -Hindl ll de 1,3 kb, ont 6t6 s^guenc^s 
InddpendasuDent: apr^s : a) clonage des fragments de 
restriction pr^cit^s, b) des fragments SpHI-BamH I » 
SpHI-Hlnd lll, c) des fragments BamHI-Hindlll des 
plasmides pILL753 : : 12 , pILL753 : : 11 ; pILL753 : : 10 
dans 1*ADN des phages H13mpl8 et H13mpl9; 

ii) les fragments de restriction Hind lll de 1,2 
kb, BamH I-PstI de 3,8 kb et BamH I-PvuII de 1,3 kb 
provenant des plasmides pILL753 et pILL589 
(precedemment deer its) ont clones dans 1*ADN 
des phages M13mpl8 et H13mpl9; 

iii) douze amorces oligonucl^otidigues ont €t€ 
synthStis^es pour confirmer la lecture et produire 
des sequences chevauchant les trois fragments 
sequences inddpendamment* Ces amorces ont 
utilis^es pour des analyses de s^guen^age d'ADN 
doiible brin. 

L* analyse de la sequence a r6v616 cing cadres de 
lecture ouverts (ORFs) appel^s urel, ureE, ureF, ureG 
et ureH. Ces genes sont tous transcrits dans la m§me 
direction et il est prdvu qu*ils cedent pour des 
peptides de 195, 170, 256, 199 et 265 acides amines. 
Aucun ORF de longueur notable n'a observe sur le 

complement inverse de la sequence illustr^e par la 
figure 4. Les cing ORF d^utent par le codon de depart 
caract^ristique ATG. Quatre des cinq ORF 6taient 
precedes de sites semblables k la sequence consensus de 
liaison au ribosome (Shine-Oalgamo) d' E>coli (Shine et 
al (1974) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 71: 1342-1346). 
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Les regions d'anont de chaque ORF ont fait I'objet 
d'une recherche de la presence des sites de regulation 
azot^e avec la sequence TGGyAYKN4YY6CZ dans laquelle 
y - T ou C, R = G ou A et Z - A ou T (Morett et al 
(1989) J. Mol. Biol. 210: 65-77). Un seul site a 6td 
trow6 £i 210 pb en amont du locus ure G . Sa position 
precise est representee sur la figure 4. Des sequences 
consensus de type proaoteur d'E.coli (cr70) ont 6te 
observees en amont des gtoes urel, ureF et ureH 
(TTGACA, -35 et TATAAT, -10) . 
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TMLEAU 2 : 

Hutag^ise de 1»M)H eloni de H. pylori ot eCfet sur 
l«aetivit6 nr^aslqne dans lea plonea de g»coll HBIOI 
■is en onitvre daaa das eoaditioBs liBitaates ea 
asote 



Plasmlde 


Ginotype different de 
E.coliHBlOl PZLL753 


Vaieurs isoyennes 
Activity urease 
(/mol urea/inxn/ 
mg) 


pILL753 (2) 




0,86 ± 0,39 


piriL753 : : 3 


ureA d^gradde 


nag (3) 


pZLL753;:6 


ureB d^grad^e 


neg 


pILL753::8 


xirel d^grad^e 


1,X Z U,2J 


pItL753 : : 10 


ureF d^gradde 


neg 


PILL753 : : 11 


ureG d^grad^e 


neg 


PILL753 : : 13 


ureH degrades 


neg 


PILL753 : : 16 


insertion en aval 
xireH 


0,66 ± 0,11(4) 


PILL763 


urec et ureD ddlet^es 


2,14 ± 0,16 


PILL768 


d^l4tion en 3' en aval 
de ureH 


0,57 ± 0,28 



(1) Bacteries mises en culture dans un milieu adrobie 
pendant 3 jours sur milieu minimum M9 compl6t6 
avec 0.01 M L-arginine h 37 'C. 

(2) Pour comparaison, 1* activity ur6asique de H. pylori 
85P, isolat a partir duquel I'ADH a 6t6 clon6, 
dtait de 23 ± 2.3 fmol urea/min/mg prot6ine. 

(3) Aucune activitfi ur6asique n'a 6t6 d6tect6e. 

(4) R6sultat pour une mesure particulifere : 0,73 

(5) R6sultat pour une mesure particulifere : 0,10 
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DISCUS8I0N 

Le premier cas d" expression fonctionnelle de g^nes 
-6 provenant de H. pylori dans des souches d' E>coli est 

pr^sent^ ici. 

* 

Ceci a ^t^ possible en cultivant des cellules de E^coli 
h^ergeant le cosmide recombinant de 1* urease pILL585 
(Labigne et al pr^citd - 1991) sur un milieu minimtun 
contenant une source limitant 1* azote* Les r^sultats 
obtenus ont permis de montrer que les g^nes de 1' urease 
de H, pylori pouvaient 6tre sous le contrdle du systdme 
de regulation de 1* azote (NTR) ; et que 1« activity 
ur^asigue dans les cellules de E«coli ^tait dependante 
de la presence d*un ensemble de gtoes qui ont €t6 
ddcrits dans les pages pr^cddentes. Get ensemble de 
g&nes a 6t& localise imm^diatement en aval des guatre 
g&nes ureA, ureB, ureC et ureD d6crits dans la 
publication de Labigne et al , 1991 pr^cit^e • Ces 
nouveaxxx genes sont situds sur un fragment de 3,2 kb 
comportant cinq cadres ouverts de lecture qui sont 
designes par urel , ureE , ureF, ureG et ureH . 

La mise en oeuvre de mutations insertionnelles, et de 
deletions, au niveau du fragment d*ADN de 11,2 kb 
.(pILL753) sous-clon^ h partir du cosmide d'origine, a 
permis de montrer que les g&nes ureA, ureB, ureF, ureG 
et ureH dtaient n^cessaires k 1" expression de 
1* activity ur^asique dans E^coli. Au contraire des 
mutations insertionnelles h l*int6rieur du gtoe urel 
n'ont pas affects sensiblement 1' activity urSasique 
dans les cellules de E,coli « La deletion du gene ureC 
et du gtoe ureD (comme dans le plasmide pILL763} a 
rdsulte dans des activit^s qui 6taient 
signif icativement plus fortes que celles obtenues dans 
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les cellules portant les plasmides avec les loci 
intacts, suggfcant un r61e r6gulateur de cette region 
du cluster du gtoe de 1* urease de H. pvlorl. 

II apparait clair que pILL753 ne porte probablement pas 
!• ensemble des 616ments ndcessaires & l» expression 
complete de 1* urease. La principale preuve pour cela 
est que : d'une psurt les cellules de E.coli Wbergeant 
plli753 avaient une activity iirdasique 
approximativement 25 fois plus faible que celle de 
I'isolat H. pylori utilisd II I'origine pour le clonage; 
d« autre part la dilution de la region en aval de ureH 
(pILL768) a conduit & une diminution considerable de 
l'activit6 ur6asique. II est int6ressant de remarquer 
que c. jejuni n^cessite la presence d'un nombre de 
g&nes plus faible pour 1 • e:q)ression enzymatique en 
compciraison avec les rteultats obtenus chez E.coli. En 
consequence C. jejxmi doit fitre capable de complementer 
les fonctions des g^nes clones de H. pylori . 

La ndcessite de gdnes accessoires a 6galement &t6 
demontree pour les Providencia stuartii (Mulrooney et 
al (1988) J. Bacterid. 170: 2202-2207), un E.coli 
urease positif (Collins et al - 1988), Klesiella 
pneumonia (Gerlach et al (1988) FEMS Microbiol. Lett. 
50; 131-135), Proteus vulgaris (Morsdorf et al (1990) 
FEMS Microbiol. Lett. 66: 67-74), Staphylococcus 
saprophvticus (Gatermann et al (1989) Infect. Immun. 
57 ; 2998-3002) , Klebsiella aeroqenes (Mulrooney et al - 
1990) et Proteus nirabilis (Jones et al (1989) J. Bact. 
171: 6414-6422 et Walz et al (1988) J. Bacterid. 170: 
1027-1033) . 

La figure 5 presente une comparaison de trois regions 
codant pour 1' urease, pour plusieurs espfeces de 
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bactSrles et montre les sinilitudes alnsi que les 
particularlt^s de chacune. Le degr^ de parents, en 
terme d' organisation g^ndtigue et de polypeptides 
cod^s, est plus fort entre P, mirabilis et K> aerogenes 
que pou:r chacun d' entre eux vis & vis de H. pylori . 
Alors que le polypeptide UreG de H. pylori pr6sentait 
une similitude forte avec celui de K, aerogenes (92% de 
conservation et 59% d< identity), les degrds de 
(conservation et identity) entre les polypeptides UreE 
et UreF de H> pylori et K. aerogenes dtaient : (33% et 
14%), (44% et 11,6%), respect ivement. Mulrooney et al 
ont constats que les g^nes de K. aerogenes codant pour 
les prot^ines accessoires UreE, Urel et UreG sont 
impliguees dans 1* activation de l*apoenzyme par 
incorporation de nickel dans des sous-unitds de 
1 'urease. Du fait de la presence de series de r^sidus 
hystidine h l*extr^it^ carboxy-teminale du 
polypeptide UreE de Klebsiella et de Proteus, Mulrooney 
at al ont propose que UreE pourrait interagir avec le 
nickel pour le transferer ensuite h 1 < apoenzyme • Une 
telle s^rie de r^sidus n*a pas 6t& trouv^e sur le 
polypeptide UreE de H« pylori ni sur aucun autre des 
produits des genes ureases. 

La recherche de similitudes entre la sequence d*acides 
amines d^duite des g&nes de 1* urease de H. pylori et 
les sequences consensus impliqudes dans un site de 
liaison de 1*ADN (Pabo et al - 1981) ou dans des sites 
de liaison de 1*ATP (Higgins et al - 1985) a permis 
1' identification d«un site de liaison de 1*ADN & 
l*intdrieur du produit du gfene urel (figiire 4). De plus 
un site de liaison de 1*ATP bien conserve («-GVCGSGKT-) 
existe k l*extrdmit6 NH2-terminale du produit du g&ne 
ureG> 
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la region de 1» urease de H. pylori pr6sente certains 
616inents uniques qui sont les suivants : tout d'abord 
les gtaes vxeC , ureD, urel sont uniques pour H. pylori, 
Ensuite la region de 1' urease consiste en trois blocs 
de g^es qui sont transcrits dans la mtoe direction et 
pr6sentent une region intergdnique de 420 bp entre ts§2 
et ureA et 200 bp entre ureB et urel . Ceci sugg6re une 
organisation g6ndtique particuli6re & h. pylori, dans 
laquelle les trois blocs de gtoes peuvent 6tre r6gul6s 
inddpendaament . 

II est gen^ralement admis que la synthase d«ur6ase par 
H. pylori se fait de fa^on constitutiye. Les r6sultats 
pr6sent6s ici tendent k montrer que 1' expression des 
gfenes de l';ir6ase de H. pylori pourrait en fait dtre 
sous le contrdle d'un syst&ne de regulation. En effet 
1* expression des gfenes ureases de H, pylori une fois 
transf^r^s chez E.coli , est totalement sous le contrSle 
du systfeme de regulation de 1' azote (NTR) . 11 est 
possible que les gfenes de 1 'urease de H. pylori, soient 
directement dependants de la synthfese des produits des 
gShes ntrA . ntrB , ntrC de E.coli mais on ne peut 
exclure qu'ils soient dependants de 1' expression d'un 
ou de plusieurs avitres genes codant pour une (des) 
proteine (s) regulatrice (s) analogue (s) aux produits 
ntr de E.coli . Sur la base de ces donn6es on peut 
penser que des paranfetres physiologiques, tels que la 
presence d'un milieu solide ou d'une atmosphere 
microaerophile puisse jouer un r61e dans 1 'expression 
de 1 'urease chez H. pylori in yitro ou in yiyo . 
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II - PBEPAS&TION DB SOUCBES HUTAHTES 

- Souches utllisdes poxir les experiences 
d*dlec±roporation : plusleurs souches Isoldes de 
biopsies ont 6t6 test^es pour leur aptitude h 
Stre eiectropor^es Incluant la souche 85P 
ddcrite dans la publication de LeU^igne et al - 
1991 pr^cit^e, partir de laquelle le clonage 
initial des gtoes de 1 'urease a 6t€ rdalis^. Une 
seule souche designee N6 d^pos^e & la CNCM sous 
le nun^ro 1*1150 le 3 Octobre 1991, a donn^ des 
rdsultats positifs* 

- Creation des mutants dans le fragment cloni du 
chromosome de H. pylori ^ souche 85P : les 
mutants sont pr4par6s par mutag^ndse & I'aide 
d*un transposon (HiniTn3*-Km) qui permet 
1' insertion au hasard de l"dl^ent (Element de 
transposition). Le site d' insertion de chacun 
des elements de transposition a et^ d^fini par 
analyses de restriction des plasmides d^riv^s 
(cf figure 1) . * 

- Electroporation : 10^^ cellules de H. pylori ont 

r^colt^es sur gdlose au sang (10% de sang de 
cheval) lav6ee I dans une solution de 
glyc^rol/sucrose (15% v/v et 9% w/v) et 
' resuspendues sous un volume de 50 til sl 4*C. 500 
ng d'ADN plasmidique purifie sur CsCl et dialys^ 
extemporandment contre de I'eau distill^e ont 
6t6 ajout^s sous un volume de 1 Mi cellules 
k 4*C. Aprte 1 minute sur la glace les cellules 
d'AON ont ^t6 transferees dans une cuvette 
d* electroporation prerefroidie & ^20* C (BioRad 
ref : l65-*2086, de 0,2 cm de largeur) , puis 
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places dans I'appareil "Gene pulser Apparatus - 
BioRad) pour lequel il a 6t6 f 1x6 les paranfetres 
suivants : 25F, 2.5kV et 200 ohms. Apr6s avoir 
ddllvrd 1' impulsion 61ectrique avec des 
constantes de teaips 4,5 4 5 msec, les bact^ries 
ont 6t6 resuspendues dans 100 /il de tampon SOC 
(2% Bacto tryptone, 0,5% Bacto yeast extract, 10 
mi Naci, 2,5 nM KCl, lo aM MgClz, lo mM MgS04, 
20 Via. glucose) , et inocul6es sur g^lose au sang 
non selective (sans kanamycine, mais incluant 
vancomycine, trimethoprime, polymixlne, acide 
nalidixique, amphotdricine B) pendant 48 heures 
h 37 *C sous atmosphtee microadrophile. Les 
bact^ries sont ensuite r6colt6es, resuspendues 
dans un volxnne de milieu Brucella (0,5 ml) et 
100 Ml de la suspension sont ^tal^s sur boites 
de gdlose au sang selective (incluant 20 ng/ml 
de kanamycine et le coktail antibiotique d6crit 
cl-dessus) . La croissance de bact6ries 
transform6es et resistantes & la kanamycine 
apparait apres 4 jours d' incubation h 37 'C en 
atmosph^e microa^rophile. 

Les autres techniques incluant PGR, Southern, et 
Western sont des techniques classiques. 

BB8DLTATB 

Deux mutations g6n6x66S par insertion de MiniTn3- 
Ra dans le gene ureB present sur le plasmide pILL753 
ont 6t6 6tudi6es en d6tail. II s'agit des mutations 
num6rot6es 3 et 4. La position precise de chacune des 
insertions est donnde & la figure 6. Les plasmides 
correspondent 4 ces insertions ont 6t6 pr6par6s, 
purifies et concentr6s. Des bact4ries risistantes & la 
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kanamycine pr^sentant toutes les caractdrlstigues de 
souche N6 H. pylori utilis6e pour l»61ectroporation ont 
6t6 obtenues; elles sent totalement incapables 
* d*hydrolyser l»ur6e« 

4 Des contr61es ont permxB de verifier que la souche 

mutante est une souche isogdnigue : 

* bien que "urdase negative" les souches ont les 
propri^tds biochimigues caractdristigues des 
bactdries appartenant & l*esp&ce H* pylori 
(oxydase, catalase, sensibility k l*oxyg&ne); 

* les bactSries B&res (N6) (CNCM n*I-1150) et les 
bact^ries isog^niques N6 : : TnKm-3 et N6 : : TnKm-4 
ont les xa4mes profils de restriction apr^s 
digestion enzyxnatigue des ADN totaux (cf figure 
8); 

* apr^s amplification enzymatigue k l*aide des 
primers sp^cifigues de H. pylori et s^guengage 
du produit amplifie, les memes sdguences 

- nucl^otidigues ont 6t4 trouv^es alors que des 
souches ind^pendantes de H> pylori ne presentent 
jamais la m£me s^guence, mais au contraire un 
polymozphisme gtoigue important; 

* 1* analyse par hybridation type Southern des 
profils de restriction par BamH I et Hind lll des 
ADN des souches parentales et mut^es tdmoigne du 
remplacement des g&nes (figure 7 et son 
interpretation figure 6) • 

Une des dif f icultds rencontr^es provient du fait 
gue la souche transform6e (N6) n*est pas celle & 
partir de laguelle le clonage des gdnes de 
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l»ur6ase a 6t6 r6alis6, cette dernifere souche 
6tant la souche 85P et que les sites de 
restriction Hlndl ll et BaaH I ne sent pas 
conserves d'une souche & 1' autre : une sonde 
correspondant au fragment de 8,1 kb provenant de 
PILL590 (figure 1) montre clairement des profile 
de restrictions Hindl ll qui different entre N6 
et 85P (figure 9), en particulier absence des 
fragments de 1,25 Jcb et 1,15 kb. Par centre les 
fragments Hindl ll de 4,1 kb et BamHI de 5,1 et 
de 1,3 Icb sont conserves. II a done 6t6 v6rifi6 
par amplification enzymatique (PCR) 4 I'aide 
d« oligonucleotides r^partis sur 1' ensemble de la 
region correspondant aux gdnes ureA, ureB, ureC 
et ureD ) que les produits d' amplification 14 6 
montr6s figure 10 6taient les m&nes dans les 
deux souches, et que 1« absence des sites de 
restrictions Hindl ll refl6tait le polymorphisme 
g#nique et non un rearrangement majeur de la 
region urease. One telle verification faite, il 
est possible de confirmer sans ambiguite le 
remplacement genique de 1* allele sauvage par 
1' allele mute dans les deux mutants crees. 

* enfin il a ete verifie par immvmobuvardage & 
l»aide d'anticorps anti-urease, ou anti 
H. pylori prepares chez le lapin, ou anti-H. 
pylori presents dans le sirum de patients 
infectes par H. pylori , que les souches mutees 
N6::TnIQn-3 etN6::TnKm-4 n'exprimaient plus le 
polypeptide de 61 IcOaltons code par le gene ureB 
et done que le gfene ureB de ces souches avait 
bien 6te interrompu (figure 11) . 
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REVBKDICATI0H8 

1/ Sequence nucl6otidique, caract6ris6e en ce qu'elle 
< est constitute par, ou en ce qu*elle comprend au moins 

une des sequences nucldigues correspondant aux g&nes 
appel6s ureE , ureF ^ vltbG , ureH, urel et repondant aux 
enchainesients nucltotidigues prtsentes & la figure 4 
ou, toute partie d*au moins une de ces sequences 
nucltigues* 

2/ Sequence nucltotidique selon la revendication 1, 
caracttriste en ce qu*elle est modifite par dtlttion, 
addition, substitution ou inversion d»un ou plusieurs 
nucleotides de telle fa^on que les proprittes 
f onctionnelles des polypeptides codts par ces sequences 
modifi6es sont soit conservtes soit att6nu6es, voire 
supprim6es, par rapport aux propri6t6s des polypeptides 
UreE, UreF, UreG, UreH ou Urel,tels qu'exprimes par 
H> pylori , ou de telle fa9on que cette s6quence modifite 
n'exprime pas de polypeptide chez H> pylori c 
3/ Sequence nucltotidique selon la revendication 1 ou 
la revendication 2, caractdriste en ce qu'elle est 
constituee par ou en ce qu'elle comprend : 

a) 1* ensemble des sequences nucldiques 
correspondant aux gfenes appelts ureE, ureF, ureG , 
ureH, urel et repondant aux enchainements 
nucltotidiques presentts & la figure 4 ou, 

b) 1" ensemble formt par les sequences nucltiques 
(variantes) correspondant 4 ces gtoes modifies 
indtpendamment les uns des autres, de telle fa^on 
que 1* ensemble de ces variantes code pour des 

^ polypeptides ayant tine homologie fonctionnelle 

avec les polypeptides UreE , UreF , UreG , UreH ou 
Urel tels qu*exprim6s par H. pylori , ou au 
contraire code pour des polypeptides modifies, 
pour atttouer voire supprimer les proprittes 
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fonctionnelles des polypeptides UreE, UreF, UreG, 
UreH ou Urel tels gu'exprim^s par h. pvlorl ou. 
n'est plus exprlnd en tant que polypeptides. 
4/ Enchalnenent nucldotldique caract6ris6 en ce qu'll 
s'agit d'un fragment d'une sequence nucl6otidique selon 
I'une quelcongue des revendications 1 ou 2, ledlt 
fragment comprenant au moins 15 nucleotides, ce 
fragment pouvant notamment gtre choisi parmi : 

- des fragments, ayant conserve la capacity de 
coder pour des polypeptides ayant une homologie 
fonctionnelle avec les polypeptides tels 
gu'obtenus par expression d'lin gtoe choisi parmi 
ureE , ureF, ureG ou urel , dans H. pylori ; 

- des fragments codant pour toute partie des 
polypeptides ureE , ureF, ureG , ureH ou urel, tels 
qu'obtenus chez H. pvlori . et en particulier 
codant pour des peptides ou des parties de 
polypeptides reconnus par des anticorps dirigis 
centre H. pylori ou capables de se comporter comme 
des hapt&nes ou des inmunogenes ; 

- des fragments ddpourvus de la capacity de coder 
pour les polypeptides de H. pylori tels 
gu'eacprim^s a partir des g&nes ureE . ureF . xireG. 
ureH ou urel ; 

- des fragments codant pour des polypeptides ou 
peptides ayant des propridt^s att6nu6es, voire 
supprim6es par rapport aux propri6t6s des 
polypeptides «odte par les genes ureE . ureF, ureG. 
ureH ou urel de H. pylori . 

5/ Sequence nucldotidique selon I'une quelcongue des 
revendications l & 4, caract6ris6e en ce qu'elle est 
associde aux sequences nucldiques correspondant wjx 
gtoes de structure ureA et ureB codant pour les sous- 
unites ur4asigues chez H. pylori . 
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6/ Sequence nucl^otidigue selon I'une guelcongue des 
revendicatlons 1^5, carac±6risde en ce gu*elle est 
associ^e' aiu£ g^nes ureA, ureB , ureC et/ou ureP codant 

^ pour I'xir^ase chez H. pylori . 

7/ Sequence nucl^otidlque selon l*une guelcongue des 

^ revendicatlons 1 & 6, caract^ris^e en ce gu'elle r^pond 

& 1 * enchainement ureE correspondant aux nucleotides 800 
& 1309 de la sequence de la figtire 4, ou & tout 
fragment de cet enchainement d&s lors qu'il hybride 
dans des conditions stringentes avec 1 * enchainement 
ureE ou avec la s^guence conpl^entaire a cet 
enchainement. 

8/ Sdguence nucl^otidigue selon I'une guelcongue des 
revendicatlons 1 & 6, caractdris^e en ce gu'elle rdpond 
& 1 " enchainement ureF correspondant aux nucleotides 
1324 k 2091 de la s^guence de la figure 4, ou It tout 
fragment de cet encbainement d^s lors gu*il hybride 
dans des conditions stringentes avec 1 * enchainement 
ureF ou avec la sequence compiementaire h cet 
enchainement • 

9/ seguence nucl^otidigue selon I'line guelcongue des 
revendicatlons lit 6, caracteris^e en ce gu*elle r6pond 
t 1 * enchainement ureG correspondant aux nucleotides 
2123 k 2719 de la sequence de la figure 4, ou & tout 
fragment de cet enchainement des lors gu'il hybride 
dans des conditions stringentes avec 1 ■ enchainement 
ureG ou avec la secpience compiementaire k cet 
enchainement • 

10/ sequence nucieotidique selon l*une quelcongue des 

revendicatlons 1 & 6, caracterisee en ce gu'elle repond 
• k 1* enchainement ureH correspondant aux nucleotides 

2722 k 3516 de la seguence de la figure 4, ou k tout 
*. fragment de cet enchainement dks lors gu'il hybride 

dans des conditions stringentes avec 1 * enchainement 
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xxtbH ou avec la sequence conpl6inentalre & cet 
encbainement. 

11/ sequence nucl6otidique selon I'une quelconque des 
revendications 1^6, caract6ris6e en ce qu'elle r6pond 
& I'enchainement urel correspondant aux nucleotides 211 
& 795 de la sequence de la figure 4, ou i tout fragment 
de cet encbainement dfes lors qu'il hybride dans des 
conditions stringentes avec I'enchainement urel ou avec 
la sequence compltoentaire & cet encbainement. 
12/ sequence nucl6otidique selon la revendication 7, 
caracterisee en ce qu'elle r6pond & I'enchainement 
nucldotidique suivant ou en ce qu'elle comprend cet 
encbainement : 

GCG MA ATA TGC TAT 6AA ATA GGA AAC CGC CAT 
13/ sonde nucleotidique, caract6ris6e en ce qu'elle 
est constituee jpax une sequence nucl6otidique selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 12, ladite 
sequence etant marqude. 

14/ Amorce nucleotidique, caract6risee en ce qu'elle 
comprend un fragment nucleotidique tel qu'issu d'une 
sequence selon I'tine quelconque des revendications 1 4 
12, comprenant environ 18 & environ 30, de preference 
environ 25 h environ 30 nucleotides, pour 
1' utilisation dans une reaction d' amplification 
genique. 

15/ sequence nucleotidique, caracterisee en ce qu'elle 
hybride dans des conditions stringentes avec line 
sequence selon I'une quelconque des revendications 1 t 
14. 

16/ utilisation d'une amorce selon la revendication 
14, pour la detection in vitro d'une infection par 
H. pylori , a partir d'un 6chantillon biologique et a 
1' issue de reactions d' amplification genique. 
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17/ Utilisation d*une sonde selon la revendication 13 , 
pour la detection in vitro dans xxn ^chantillon 
biologigue, d'une infection par H« pylori , le cas 
^ch^ant h 1* issue de reactions d* amplification g^nigue. 
18/ Polypeptide, caractdris^ ! en ce gu*il correspond h 
l*un des polypeptides UreE, UreF, UreG, UreH ou Urel 
pr^sent^s & la figure 4, ou, h toute partie d*au iDoins 
un de ces polypeptides, par exemple & un polypeptide 
r^pondant h 1 * enchainement 

Ala Lys lie Cys Tyr Glu lie Gly Asn Arg His. 
19/ Polypeptide selon la revendication 18, sous forme 
modifi^e par addition, substitution, d^l^tion ou 
inversion d'un ou plusie\irs acides amines, pour 
att^nuer, voire supprimer ses propri^tds dans la 
regulation et/ou la maturation de 1* urease telle 
C[u*exprim6e par les polypeptides UreE, UreF, UreG, 
UreH, Urel dans H. pylori , 

20/ Vecteur recombinant, caract^risS en ce gu'il 
contient une sequence selon l*une cpielconque des 
revendicatioxis 1 & 12. 

21/ Vecteur recombinant selon la revendication 20, 
^ caractdris^ en ce qu*il s*aglt d*un cosmide ou d*un 
plasmide. 

. 22/ Vecteur recombinant selon l*\me guelcongue des 
. revendications 20 ou 21, caract6ris6 en ce gu*il s"agit 
du plasmide pILL753 contenu dans E,coli HBlOl, depose a 
la CNCH le 3 Octobre 1991 sous le num^ro 1-1148. 
23/ Vecteur xecombtoant selon I'une guelcongue des 
revendications 20 ou 21, caract6ris6 en ce gu'il s'agit 
du plasmide pILL763 contenu dans E>coli HBlOl d6poa€ & 
* la CNCH le 3 Octobre 1991 sous le num^rd 1-^1149 • 

24/ Souche de H. pylori recombinante, caract^ris^e en 
ce gu'elle pr^sente une mutation au niveau d'au moins 
un g^ne choisi parmi les gtoes ureE, ureF, ureG, ureH, 
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urel , ou lareA ou ureB , dans des conditions telles que 
la Bouche recombinante exprime un ph6notype ur6ase- 
n6gatif^ ou pr6sente une att6nuation des effets de 
l"urdase, en particulier de ses effets pathologiques. 
25/ Souche de H. pylori recombinante selon la 
revendication 24, caract6ris6e en ce qu'elle est mut6e 
au niveau du gtoe ure6« 

26/ Souche de H> pylori recombinante selon la 
revendication 24, caract6ris6e en ce qu'elle est mut6e 
au niveau du g&ne ureA. 

27/ Souche de H> pylori recombinante selon la 
revendication 24, caract6ris§e en ce qu'elle est iaut6e 
au niveau du g&ne ureB. 

28/ Souche de H> pylori recombinante selon I'une 
quelconque des revendications 24 a 27, caract6risee en 
ce qu'il s'agit de la souche N6 (NCIMB n* 40512) mut6e. 
29/ H5te cellulaire recombinant different de 
H, pylori c caracterise en ce qu'il est transform^ par 
une sequence selon l*une quelconque des revendications 
1 a 12 ou 15 , dans des conditions permettant son 
expression dans l*hdte» 

30/ H6te cellulaire recombinant selon la revendication 

29, caractdris6 en ce qu»il s'agit d'une souche de 
H> pylori comprenant une sequence nucleotidique selon 
l^une qpxelcongue des revendications 2 a 12 ou 15. 

31/ Hote cellulaire recombinant selon la revendication 

30, tel qu"obtenu par mutation de la souche H6 de 
H. pylori . d6posee k la HCIMB le 26 Juin 1992 sous le 
numero NCIMB 40512, au niveau de I'un au moins des 
g^nes ureE ^ ureF , ureG, ureH ou urel. 

32/ H6te cellulaire recombinant selon I'une quelconque 
des revendications 29 k 31, caractdris6 en ce qu'il 
s'agit d'une souche E.coli modifi6e par une sequence 



wo 93/07273 



PCT/FR92/00921 



65 

nuclSotldigue selon l*une quelconque des revendicatlons 
1 a 12. 

33/ Hdte cellulaire recombinant selon l*une quelconque 
des revendicatlons 29 k 21, caract^ris^ en ce que son 
activity ur^asique est att6nu6e. 

34/ Composition ixmunogtoe, caractdrisde en ce qu>elle 
contient un hdte cellulaire recombinant selon l*une 
quelconque des revendicatlons 24 & 33* 
35/ Kit poxir le diagnostic in vitro d*une infection 
par H, pylori sur un 6chantillon biologique ddtermin^, 
caractdris^ en ce qu'il comprend : 

- au moins un couple d* amorces nucl^otidiques 
selon la revendication 13, capables d*hybrider aux 
extremit^s 5* et en 3' d*un fragment nucl^otidique 
specif ique d'au moins un g&ne choisi parmi ureE ^ 
ureF, ureG, ureH ou urel, 

- des r^actifs n^cessaires k 1* extraction des 
acides nucl^iques h partir de I'echantillon 
traits, 

- des reactifs pour effectuer la polymerisation 
dudit fragment nucl^otidique, & partir des amorces 
nucl^otidiques, notamment des enzymes ^ de 
polymerisation, en quantity suffisante pour 
r^aliser 1* amplification du fragment que l^on 
souhaite amplifier, 

- au moins un enchainement de nucleotides pouvant 
Stre utilise comma sonde et capable d*hybrider 
dans des conditions determinees avec le fragment 
nucieotidique amplifie, 

- le cas echeant des moyens pour reveler 
1 'hybridation. 

36/ Kit pour le diagnostic in vitro d'une infection 
par H. pylori , caracterise en ce qu"il comprend : 
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- une quantity d6teriiiin6e de sonde selon la 
revendication 13, 

- un milieu appropri6 pour la realisation d'une 
reaction d 'hybridation entre I'acide nucl6ique de 
H. pylori & d^tecter et la sonde, 

- des riactifs pour la detection des hybrides 
^ventuellement formes. 

37/ Anticorps polyclonal ou monoclonal, caract6ris6 en 
ce qu'il reconnait un polypeptide selon I'une 
quelconque des revendications 18 ou 19 ou un fragment 
de ce polypeptide. 

38/ Composition pour le traitement d'une infection par 
H. pylori . caract6rls6e en ce qu'elle contient un 
anticorps selon I'une quelconque des revendications 18 
ou 19. 
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